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Abstract
　　　　（Background）　lt　is　known　that　the　ossification　of　spinal　ligament　amalgamates　abnormal　glucose
tolerance　at　higher　rate．　ln　the　present　study，　the　involvement　of　insulin／IGF－1　signals　and　leptin　signals　in
spinal　ligament　cells　was　investigated　using　Zucker　fatty　rats（fa／fa）that　caエry　mutation　of　the　leptin　receptor
gene　（fa）　and　monosodium　glutamate－treated　（MSG）　rats　that　present　obesity　due　to　destruction　of　the
hypothalamic　ventromedial　nucleus．
　　　　（Methods］　The　following　rats　were　used：　（1）　Zucker　fatty　rats　（ZFR　group），　（2）　monosodium　glutamate－
treated　Fa／Fa　rats　（MSG　group），　and　Fa／Fa　rats　（control　group）．　Each　group　consisted　of　20　male　rats　aged
10－12months．　Thoracotomy　was　performed　under　general　anesthesia．　Then　the　blood　was　collected，　and　was
subjected　to　measurement　of　fasting　blood　levels　of　glucose，　insulin，　IGF－1，　and　leptin．　The　thoracic　vertebrae
were　excised，　and　were　embedded　in　parafiin，　stained　with　hematoxyn　eosin　（H．E．）　and　also　immunohistological－
ly　stained　with　insulin　receptor　substrates　（IRS）一1　and　一2．　lmmunohistological　staining　was　performed　using　the
LsAB　method．　The　amount　of　protein　was　quantified　by　the　Western　blot　hybridization．
　　　　（Results　and　conclusions］　Rats　of　the　ZFR　and　MSG　groups　developed　hyperleptinemia　and　hyperin－
sulinemia．　Histological　staining　showed　that　in　the　ZFR　group　bulging　of　the　cartilage　endplate　and
destruction　of　the　fibrous　ring　were　accompanied　by　an　increase　in　the　number　of　chondrocyte－like　cells　at　the
ligament　attachment　site，　accompanied　by　marked　hyperplasia　of　the　fibrocartilage．　IRS－1－positive　cells，　IRS－1
protein　were　eminent　by　detected　in　the　cartilage　endplate　and　the　enthesis　region　in　ZFR　group，　On　the　other
hand，　IRS－2－positive　cells　were　slightly　less　in　the　ZFR　gro　up　than　in　the　MSG　and　control　groups．　The　results
suggest　that　IRS－1－mediated　signaling　for　cell　proliferation　was　enhanced　in　ZFR，　which　may　explain　the
ossification　of　the　posterior　longitudinal　ligament．
1． Introduction
　　Ossification　of　the　posterior　longitudinal　ligament
（OPLL）　is　an　intractable　disorder　in　which　the　ossified
spinal　ligament　compresses　the　spinal　cord　and　causes
serious　spinal　palsy　in　the　trunk　and　extremities．　lt　has
been　reported　that　OPLL　is　complicated　by　many　factors
such　as　abnormal　glucose　tolerancei），　and　concomitant
obesity2）．　Furthermore　a　tendency　toward　a　systemical－
ly　high　bone　mass3）　has　been　noted，　suggesting　the
involvement　of　a　certain　systemic　predisposing　factors　in
the　development　of　OPLL‘）．
Our　laboratory　has　performed　basic　studies　to　eluci－
date　the　ossification　mechanism　of　OPLL　using　Zucker
fatty　rats （ZFR），　as　a　spinal　ligament　ossification　model
with aberration　of　the　leptin　receptor　gene．　The
ossification　p ttern　in　ZFR　is　mainly　enchondral
ossification，　in　what　chondrocyte　proliferation　and　carti－
lage　matrix　foiTmation　are　noted　mainly　in　the　spinal
ligament　attachment　site5）．　From　the　clinical　point　of
view，　it　has　been　shown　that　many　patients　with　OPLL
are　clinically　complicated　by　abnormal　glucose　toler一
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ance，　while　ZFR　develop　clinical　symptoms　similar　to
those　of　type　2　diabetes．　The　promotion　of　cell　prolif－
eration　and　osteogenesis　are　caused　by　insulin／insulin－
like　growth　factor－1（IGF－1）signals，　in　ZFR　which　may
be　associated　with　ossification　of　the　spinal　ligament6）．
Akune　et　al．　also　reported　that　an　increase　or　decrease　in
the　contribution　of　insulin／IGF－l　signals　to　osteoblasts
is　mediated　by　insulin　receptor　substrates　l　and　2（IRS－l
and－2）and　an　effect　on　bone－fbrming　ability，　clarifying
that　insulin／IGF－l　signals　fbr　osteogenesis　are　mainly
transmitted　via　IRS－l　and　an　involved　in　ossificatio．n　in
OPLL7）．
　　Elucidation　ofthe　metabolic　actions　of　leptin　has　also
been　progressing．　Leptin　has　been　reported　to　be
responsible　fbr　energy　metabolism，　such　as　glucose　and
lipid　metabohsm，　by　increasing　insulin　sensitivity，　and
to　act　on　the　epiphyseal　plate　of　long　bones　and　verte－
bral　bodies　and　its　cascade　common　to　insulin　has　been
　　　　　　　　　ラ
attracting　attention8）．　Moreover　leptin　actions　have
been　fbund　to　be　mediated　by　IRS－2，　and　the　presence　or
absence　of　leptin　resistance　and　local　differences　in
insulin／IGF－l　signaling　sensitivity　in　OPLL9），　which　is
common　among　Japanese，　are　associated　with　ectopic
ossi且cation　in　the　spinal　ligaments　in　a　high－insulin
environment，　therefbre　we　conducted　this　experiment．
　　The　ZFR　have　an　internal　environment　that　resembles
that　of　so－called　obesity　syndrome　in　humans　and　of
type　2　diabetes　patientslo），　and　they　are　very　suitable　as
experimental　animals　to　use　to　elucidate　OPLL，　obesity，
and　insulin　sensitivity．　Because　many　humoral　factors
may　have　an　ossification－enhancing　action，　we　selective－
ly　destroyed　the　hypothalamic　arcuate　nucleus　of　Wistar
rats　with．monosodium－glutamate（MSG）11）to　induce
hyperleptinemia　and　hyperinsulinemia，　like　ZFR
because　of　a　postnatal　as　absence　of　feeding　inhibitation，
and　we　examined　the　spinal　ligaments　using　MSG－
treated　Wistar　rats　as　controls　but　fbund　no　clear　evi－
dence　of　cell　proliferation．　It　suggests　that　ectopic
ossification　dose　not　develop　because　of　hyperin－
suline．mia　conditions　alone12）．
　　Based　on　these　findings，　in　this　study，　we　investigated
the　involvement　of　insulin／IGF－l　and　leptin　signals　in
the　posterior　longitudinal　ligament　under　condition　a
hyperinsulinemia　using　ZFR（fa／fa）with　the　recessive
homozygous　leptin　receptor　gene，　non－fatty　rats（N　FR）
with　dominant　homozygous　gene（Fa／Fa），　and　Fa／Fa
rats　treated　with　MSG．
2．　Materials　and　Methods
　　Three　groups　of　animals　were　used：　（1）　the　ZFR
group，　which　exhibits　ligament　ossification　due　to　the
recessive　homozygous　leptin　receptor　gene侮），　ZFR侮／
fa），　（2）　the　N　FR　group，　which　canies　the　dominant
homozygous　gene，　NFR　（Fa／Fa），　and　（3）　the　MSG
group　prepared　by　subcutaneous　administration　of　MSG
（monosodium　glutamate，　Wako　Pure　Chemicals，
Tok o）　to　newborn　N　FR　rats　at　4　mg／g　body　weight　for
5　days　from　the d y　of　birth　to　destroy　the　feeding　center
in　the　arcuate　nucleus　of　the　hypothalamus．　All　rats
w re wean d　1　month　after　birth，　and　maintained　under
specified temperature，　humidity，　and　lighting　conditions．
Twenty　males　at　10－12　months　of　age　were　used　in　each
group．　The　 ecessive　homozygote　（fa／fa）　was　sterile
du 　to　gonadal　dysfunction，　and　was　produced　by
mating　with　a　heterozygote　（Fa／fa）．
　　Under　inhalation　anesthesia　with　diethyl　ether，　thor－
acotomy　was　performed．　Blood　was　collected　from　the
left　vent icle using　a　syringe，　and　fasting　serum　glucose，
insulin／IGF－1　and　leptin　in　the　blood　were　measured　as
described　below．　After　perfusion　fixation　with　4％o
paraformaldehyde，　the　upper　thoracic　vertebrae　were
excised，　and fixed　in　40／o　parafoiTrnaldehyde　for　24　hours．
The　f xed　vertebrae　were　decalcified　with　200／o　EDTA　for
3　days　and　embedded　in　paraffin．　Then　the　paraflin－
embedde 　thin　sagittal　cross　sections　of　the　spinal　liga－
ment　attachment　site　were　prepared．　The　sections　were
subj cted　to　histopathological　examination　by　hematox－
ylin　eosin　（HE）　staining　and　immunohistological　stain－
ing　by　the　LsAB　method　using　a　Histofine　SAB－PO　kit
（Nichirei　Corp，　Tokyo）　and　antibodies　against　insulin
receptor　sub trate （IRS）一1　and　一2　as　the　primary　antibody
（Santa　Cruz　lnc．　U．S．A．）．　IRS－1　and　一2　positive　cells　in
the　spinal ligament　attachment　site　were　counted　under
specified　conditions　using　NIH／lmage　（National　lnsti－
tute　of　Health，　U．S．A．），　and　between－group　comparison
was　performed　using　Student’s　unpaired　t－test．　Sepa－
rately，　20　animals　in　each　group　were　similarly　treated，
and　the　sites　of　attachment　the　upper　thoracic　spinal
ligament　and　in ervertebral　discs　were　excised　and　frozen
with　liquid nitrogen．　After　frozen　tissues　were
homogenized　in　a　homogenizer，　protein　was　extracted，
and　 he　protein　concentration　was　measured　using
Bio－Rad　Protein　Assay　Staining　Solution　（Bio－Rad
Laboratories）　and　standard　bovine　serum　albumin　solu－
tion． The　protein　extract　was　electrophoresed　on　SDS
polyacrylamide　gel，　and　transferred　to　a　polyvinylidene
di伽oride　membrane（PVDF　membrane，　Millipore
Corp，　U．S．A．）　by　Western　blotting．　Using　antibodies
agains 　IRS－1　and　一2　（Santa　Cruz　lnc，　U．S．A．），　PI3
kin se p85，　and　ERK42／44　MAP　kinase　（Cell　Signaling
Technology　lnc，　U．S．A．）　as　the　primary　antibodies，
IRS－1　and　IRS－2　were　quantified．
　　The　present　experiments　were　performed　in　accor－
dance　with　the　Tokyo　Medical　University　guidelines　for
anim l　experiments　（2006）．
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　　　　　　　　　　　　　　　　3．　Results
3．1　Phenotypes　and　blood　findings
Obesity　was　noted　from　about　3　weeks　of　age　in　ZFR，
鵜；繕
while　a　state　of　being　overweight　was　noted　from　2
months　of　age　in　the　MSG－treated　rats，　and　similar
severe　obesity　was　noted　at　6　months　of　age　in　the　2
gr ups　（F g．　1）．　The　fasting　blood　glucose　level　was
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Fig．　1　Outlook　of　animals　used　for　the　present　experiments
The　phenotypes　of　the　3　groups　including　non－fatty　rats　（NFR　group），　MSG－treated　rats　（MSG　group），　Zuker　fatty　rat　（ZFR
group）at　11－12　months　as　shown．　Similar　severe　obesity　was　noted　at　6　months　of　age　in　the　ZFR　group　and　the　MSG　group
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Fig．2　Blood　test　results
The　fasting　blood　glucose　level　was　slightly　higher　in　the　ZFR　and　MSG　groups　than　in　the　non－fatty　rats　（NFR）　group．　Both
the　ZFR　group　and　MSG　group　exhibited　hyperinsulinemia　from　6　months　age．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（3）
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slightly　higher　in　the　ZFR　and　MSG　groups　than　in　the
NFR　group．　The　blood　insulin　level　was　about　s　times
higher　in　the　ZFR　and　MSG　groups　than　in　the　NFR
group　after　8　months　of　age．　No　significant　difference
was　noted　in　the　blood　IGF－1　level　among　the　3　groups，
but　the　blood　leptin　level　was　about　10　times　higher　in
the　ZFR　and　MSG　groups　than　in　the　NFR　group　after
8　months　of　age　（Fig．　2）．
　　3．2　Pathological　and　immunohistological　findings
　　The　H　E－stained　sagittal　sections　of　the　upper　thoracic
intervertebral　discs　in　the　3　groups　are　shown　in　Fig．　3．
In　the　ZFR　group，　destruction　of　the　fibrous　ring，
degeneration　of　elastic　fibers，　and　appearance　of
osteocytes in　and　calcification　of　the　cartilage　end－plate
and　ligament attachment　site　were　noted．　The　bound－
ary　of　the　ligament　attachment　site　was　unclear，　and
hypeitrophy　 f　the　cartilage　end－plate　and　an　increased
number　of　enlarged　chondrocytes　were　noted．　The
fibrous　ring　s ructure　was　maintained　in　the　other　2
groups　（Fig．　3）．
　　On　immunostaining　using　anti－IRS－1　antibody，　posi－
tive　cells　were　noted　in　the　destroyed　fibrous　ring，　liga－
m nt　attachment　site，　and　enlarged　chondrocytes　in　the
canilage　end－plate　in　the　ZFR　group　（Fig．4）．　On
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Fig．　3　The　hematoxylin　eodin　（HE）　staining　sagittal　sections　of　the　intervertebral　discs　in　the　3　groups　at　the　11－12　months．
（　×　100）
In　the　ZFR　group，　appearance　of　osteocytes　and　calcification　of　the　cartilage　end－plate　and　ligament　attachment　site　were　noted．
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Fig．4　lmmunohistochemical　staining　with　anti－IRS－1　antibody．　（×100）
In　the　ZFR　group，　positive　cells　were　noted　in　the　destroyed　fibrous　ring，　ligament　attachment　site．
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Fig．5　lmmunohistochemical　staining　with　anti－IRS－2　antibody．　（×100）
Positive　cells　were　noted　in　the　fibrous　ring　in　the　control　NFR　groups，　but　decreased　in　the　ZFR　gi’oup．
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Fig．6　The　number　of　IRS－1　and　IRS－2　Positive　cells　using　NIH／lmage．
The　number　of　IRS－1－positive　cells　was　145．9±43．r　（mean±SD）　in　the　NFR　group，　15．9±24．9　in　the　MSG　group，　79．8±113．1
in　the　ZFR　group，　and　significantly　increased　in　the　ZFR　group　compared　to　the　NFR　and　MSG　groups．　The　number　of
IRS－2－positive　cells　was　178．4±48．6　in　the　NFR　group，　O．04±45．1　in　the　MSG　group，　O．6±31．4　in　the　ZFR　group．
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Fig．7　Western　Blot　analysis
The　IRS－1　and　ERK42／44　MAP　kinase　protein　expression　level　was　higher　in　the　ZFR　group　than　in　the　other　groups．
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immunostaining　using　anti－IRS－2　antibody，　many　posi－
tive　cells　were　present　in　the　fibrous　ring　in　the　control
NFR　groups，　and　a　few　positive　cells　were　noted　par－
tially　in　the　fibrous　ring　and　cartilage　end－plate　in　the
MSG　group　（Fig．5）．　Positive　cells　at　the　specified
location　in　the　ligament　attachment　site　were　counted　i　n
the　3　groups　using　NIH／lmage，　and　compared　by
Student’s　unpaired　t－test．　The　number　of　IRS－1－
positive　cells　was　significantly　increased　in　the　ZFR
group　compared　to　the　N　FR　and　MSG　groups．　The
number　of　IRS－2－positive　cells　was　most　markedly
decreased　in　the　ZFR，　group　followed　by　the　MSG
group，　and　the　numbers　i　n　these　groups　were
significantly　lower　than　that　in　the　N　FR　group．　A
significant　decrease　in　the　number　of　positive　cells　was
also　observed　in　the　ZFR　group　compared　to　the　MSG
group　（Fig．　6）．
　　3．3　Western　blotting
　　On　Western　blotting，　the　IRS－1　protein　expression
level　was　higher　in　the　ZFR　group　than　in　the　other
groups．　IRS－2　protein　was　expressed　in　all　3　groups，
but　no　significant　difference　was　noted　among　them．
ERK42／44　MAP　kinase　protein　was　expressed　in　the
ZFR　and　MSG　groups，　and　the　expression　level　was
higher　in　the　ZFR　group．　PI，　kinase　protein　was
expressed　at　a　high　level　in　the　MSG　group　（Fig．　7）．
4．　Discussion
　　Insulin／IGF－1　signals　then　activate　downstream　sig－
nals　by　phosphorylation　of　the　common　IRS，　and　trans－
mit　the　signals　mainly　to　the　PI3　kinase　system　involved
in　glucose　metabolism，　such　as　gluconeogenesis，　glyco－
gen　synthesis，　and　fat　synthesis，　and　the　MAP　kinase
system　that　promotes　cell　proliferation，　playing　impor－
tant　roles　in　blood　glucose　control　and　osteogenesis．
Insulin／IGF－1　signals　with　this　strong　osteogenic　action
may　be　increased　in　hyperinsulinemia，　and　act　on
osteoblasts　and　enlarged　chondrocytes　in　the　spinal
ligament　attachment　site，　inducing　ossification．
　　In　this　study，　MSG－treated　rats　developed　obesity
similar　to　ZFR　shown　in　Fig．　1，　hyperinsulinemia　and
hyperleptinemia，　as　in　ZFR　shown　in　Fig．2，　it　was
predicted　that　it　was　the　condition　that　could　cause
ligament　ossification．　However，　no　ligament
ossification　occurred　in　the　MSG－treated　rats　prepared　as
in　Z　FR．　Yamazaki　et　al．　reported　that　no　ectopic
ossification　was　noted　in　the　spinal　ligament　in　obese
NIDDM　model　ratsi3）．　Kimura　et　al．　also　reported　that
no　apparent　changes　were　noted　in　the　spinal　ligament
in　MSG－treated　Wistar　ratsi2），　showing　that　hyperin－
sulinemia　alone　is　insuMcient　to　induce　ectopic
ossification．　ln　our　experiment，　no　ossification　of　spi－
nal　ligament　cells　was　noted　in　MSG－treated　rats，　in
which　hyperinsulinemia　was　present　but　a　leptin　rece一
ptor　abnormality　was　absent，　whereas　fibrous　ring
destruction　and　an　increased　number　of　enlarged　chon－
drocytes　in　the　ligament　attachment　site，　which　may　be
th prestep　to　ligament　ossification，　were　noted　in　ZFR，
suggesting　that　the　difference　in　the　sensitivity　of　cells　in
the　spinal　ligament　to　leptin　signals　in　ZFR　had　a
certain　influ nce　on　insulin／IGF－1　signals　（Fig．　3）．
　　ZFR maintained　by　our　laboratory　was　a　mutant
discovered　by　Zucker’‘）．　lt　develops　hyperglycemia，
hyperins linemia，　and　obesity　due　to　abnormal　leptin
receptors， and　is　known　as　a　ligament　ossification　model
as　 ll　as a　type　2　diabetes　model．　Leptin　is　a　hormone
secreted　by　mast　cells，　which　controls　food　ingestion　and
energy　consumption　via　leptin　receptors　in　the　hypoth－
alamus．　Leptin resistance　induces　obesity，　and
decreases　insulin　sensitivity．　Araki　et　al．　clarified　using
IRS－2　knockout　mice　that　food　ingestion　was　controlled
by　leptin　in　the　hypothalamus　via　IRS－2，　and　leptin　was
also　associated　with　the　peripheral　IRS－2－mediated　insu－
lin　regulatory　actioni5），　suggesting　that　IRS－1　and　一2　are
closely involved　in　ossification　in　OPLL，　and　leptin
signals re　also　involved　in　the　ossification　through　IRS．
　　The　immunohistological　investigation　detected
increases in　the　number　of　IRS－1－positive　cells　（Fig．　4，　6）
and　IRS－1　a d　ERK42／44　MAP　kinase　protein　expres－
sion　levels　mainly　in　the　spinal　ligament　in　ZFR　（Fig．
7），　suggesting　that　insulin／IGF－1　signals　were　increased，
particularly　the　cell　proliferative　action．　ln　contrast，　the
number　of　IRS－2positive　cells　（Fig．　5，　6）and　PI3　kinase
protein expression　level　were　increased　in　the　MSG－
treated　rats　（Fig．　7），　suggesting　that　leptin　signals　were
transmitted　via　IRS－2．　and　then　acted　on　the　downstream
　　　　　　　　　　　　　　　　　’
of　the　IRS－1　c cade　involved　in　cell　proliferation，
regulating　ossification．
　　In　the　spinal　ligament　in　MSG－treated　animals，　insu－
lin／IGF－1　signals　are　responsible　mainly　for　the　meta－
bolic　action　after　PI，　kinase　p85　and　cell　proliferation
following　MAP　kinase　via　the　IRS－1－mediated　cascade．
The　s gnals　tend　to　increase　in　hyperinsulinemia，　and　the
IRS－2－mediated　leptin　action　fuither　activates　PI3　kinase
p85　in　hyperleptinemia　in　MSG　rats，　which　acts　on　the
creased　IRS－1　signals　as　negative　feedback，　and　con－
trols　cell　proliferation　via　the　IRS－1／MAP　kinase　cas－
cade 　a d　thus，　induction　of　ossification　is　less　likely
（Fig．　8）． ln　ZFR，　although　hyperleptinemia　is　present，
leptin signals　are　lacking　due　to　abnormal　leptin　rece－
ptor　function， reducing　the　PI，　kinase　p85　activation－
s ciated　negative　feedback，　which　may　have　resulted　in
the　enhancement　of　cell　proliferation　via　the　IRS－1／
MAP kinase　cascade　and　subsequent　ligament
ossification（Fig．9）．　The　difference　in　the　ligament　cell
sensitivity through　leptin　receptors　in　the　presence　of
similar　degrees　of　hyperinsulinemia　and　hyperleptinemia
may　affect　ossification．
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In　MSG　rats　the　signals　control　cell　proliferation　via　the　IRS－1／MAP　kinase　cascade，　and　thus，　induction　of　ossification　is　less
likely．
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Fig．9　lnsulin－IGF－1　Signals　in　ZFR
In　the　g．pinal　ligament　in　ZFR，　leptin　signals　are　lacking　due　to　abnormal　leptin　receptor　function，　reducing　negative　feedback，
which　may　have　resulted　in　the　enhancement　of　cell　proliferation　via　the　IRS－1／MAP　kinase　cascade　and　subsequent　ligament
ossification．
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Zucker　fatty　ratsにおけるインスリン／IG・F－1シグナルの検討
馬　嶋　正　和
木　村
山　藤
大
崇 久　保　宏　介
山　本　謙　吾
東京医科大学整形外科学講座
【要旨】《目的》レプチン受容体異常遺伝子（fa）を有するZuker　fatty　rat（fa／fa）およびmonosodium　glutamate処置によ
り視床下部弓状核を破壊することで高レプチン、高インスリン血症を呈するラットを使用し、高レプチン、高インスリン
血症下における脊柱靱帯細胞のインスリンーIGF－1シグナルならびにレプチンシグナルの関与を検討した。
　《方法》実験動物は（1）Zuker　fatty　rat（ZFR群）、（2）Monosodium　glutamate処置Fa／Fa　Rat（MSG群）、（3）Fa／Fa
Rat（対照群）、月齢10から12ヶ月の雄個体各20匹を使用した。全麻後開胸し採血を施行し空腹時血糖、インスリン、　IGF－
1、レプチン値を測定した。胸椎を摘出、パラフィン薄切切片を作製、HE染色、　IRS（インスリン受容体蛋白基質）1と2
についてLsAB法で免疫組織染色を行った。さらにWestern　blotにより蛋白定量を行った。
　《結果》ZFR群、　MSG群は共に高レプチン血症、高インスリン血症を呈した。組織学的染色によりZFR群では軟骨終
板の膨隆、靱帯付着部における軟骨様細胞数増加を伴う線維輪破綻と線維軟骨増生を認めた。IRS－1陽性細胞およびIRS－1
蛋白はZFR群の軟骨終板、靱帯付着部に有意な増加を認めたが、　IRS－2陽性細胞はMSG群と対照群と比べ有意な減少を
認めた。
　《結語》ZFRの脊柱靱帯細胞におけるインスリン／IGF－1シグナルの検討を行った。軟骨様細胞増生部にはIRS－1陽性細
胞の増加を認め、主にIRS－1を介する細胞増殖シグナルの充進が示唆された。
〈キーワード〉脊柱靭帯骨化、インスリン、レプチン
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